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Ochranné znadmky: PAXgene®, PreAnalytiX® (PreAnalytiX GmbH); QIAGEN®, QIAcube®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Corning® Falcon® (Corning, Inc.);
Eppendorf® (Eppendorf AG); SpeedVac® (Thermo Fisher Scientific nebo jeji dcefiné spolecnosti). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto
dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za zakonem nechranéné.

Omezena licenéni smlouva pro sadu QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
Pouzivanim tohoto vyrobku vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel vyrobku svuj souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouZziti pouze s komponenty dodanymi
v panelu. Spolecnost PreAnalytiX® neposkytuje Zadnou licenci svych duSevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny v tomto panelu,
spole¢né s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v tomto panelu obsazeny, s vyjimkou pfipadt popsanych v této pfiruéce a dalsich protokolech dostupnych na
strankach www.giagen.com a www.PreAnalytiX.com.

2. Spoleénost PreAnalytiX neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tento panel a/nebo jeho pouZiti nenarusuje prava
tretich stran.

3. Tento panel a jeho komponenty jsou licencovany k jednordzovému pouZiti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.
4. Spolecnost PreAnalytiX zvlasté vylucuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadiené &i implikované, nez vyslovné uvedené.

5. Kupujici a uZivatel tohoto panelu souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumoZzni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakéazané Cinnosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost PreAnalytiX miZe zakazy této omezené licencni smlouvy uplatnit u kazdého soudu a vyZadovat thradu vSech
vy3etfovacich a soudnich poplatki, véetné poplatki za advokata, v ramci jakékoliv Zaloby k prosazeni této omezené licenéni smlouvy nebo jakychkoliv svych prav
k duSevnimu vlastnictvi, ktera se vztahuji na tento panel a/nebo jeho komponenty.

Aktualizované licenéni podminky jsou uvedeny na strankach www.giagen.com a www.PreAnalytiX.com.
HB-2866-001 1123518 © 2021 PreAnalytiX GmbH, vSechna prava vyhrazena.
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Ugel pouziti

Souprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD), na pouZiti s pFistrojem
QIAsymphony SP, je ur€ena na automatickou izolaci a purifikaci cirkulujici bezbuné&né DNA
(ccfDNA) z plazmy generované z pIné lidské ven6zni krve odebrané ve zkumavce PAXgene
Blood ccfDNA Tube (CE-IVD).

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-1VD) vyuzivéa technologii magnetickych

¢astic pro automatickou izolaci a purifikaci ccfDNA z lidské plazmy.

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) je uréena pro diagnostické pouziti
in vitro a k pouziti profesionalnimi uzivateli, napfiklad techniky a lékafi, ktefi jsou vySkoleni

v technikach molekularni biologie.

UrCeny uzivatel

Tato sada je uréena pro profesionalni pouziti.

Tento vyrobek je uréen k pouZiti persondlem specialné instruovanym a vySkolenym

v technikach molekularni biologie, ktery je diikladné obeznamen s touto technologii.
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Popis a principy
Shrnuti a vysvétleni

Cirkulujici bezbunééna DNA (ccfDNA) je v plazmé pfitomna obvykle jako kratké fragmenty
(< 1000 bp). Koncentrace ccfDNA v plazmé je obvykle nizka (mlze se pohybovat v rozmezi
1az 100 ng/ml) a mezi jednotlivymi osobami se znac¢né li§i. Zkumavka PreAnalytiX
PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) soznatenim CE vkombinaci se sadou
QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) pfedstavuje standardizovany pracovni
postup pro odbér, skladovani a transport krve, stabilizaci DNA v uzaviené zkumavce
anaslednou izolaci a purifikaci ccfDNA z lidské plazmy pomoci pristroje QIAGEN®
QIAsymphony SP.

Na pfistroji QIAsymphony SP jsou k dispozici protokoly pro extrakci ccfDNA z 2,4 a 4,8 ml
plazmy ziskané ze zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) dvojitou centrifugaci.

Plazma se pfenese a zpracuje v sekundarni zkumavce v pfistroji QIAsymphony SP.

Alternativné jsou v pfistroji QIAsymphony SP k dispozici protokoly pro zpracovani odbérové
zkumavky pro vstupni objem plazmy 2,4 a 4 ml. V tomto pfipadé neni tfeba provadét druhy

krok centrifugace ani pfenaset plazmu do sekundarni zkumavky.

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit s technologii magnetickych ¢astic
umoznuje purifikaci vysoce kvalitni ccfDNA, kterd neobsahuje proteiny, nukleazy a dalSi
necistoty. PFistroj QIAsymphony SP provadi vSechny kroky postupu purifikace. V jednom
cyklu se zpracovava az 96 vzorkl v Sarzich po 24. Pfi izolovani genomové DNA (gDNA)
z nukleované bunécné frakce krve odebrané do zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube
(CE-IVD) na pfistroji QlAsymphony SP se fidte pokyny uvedenymi v ndvodu k pouZiti
zkumavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) (www.PreAnalytiX.com).
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Principy postupu

Technologie pfistroje QlAsymphony SP kombinuje rychlost a G€innost purifikace nukleovych
kyselin na bazi aniontové vymény a pohodinou manipulaci s magnetickymi c¢asticemi
(obrazek 1). Postup purifikace je uréen k zajisténi bezpe¢né a reprodukovatelné manipulace
s potencialné infekénimi vzorky a zahrnuje 3 kroky: vazani, promyvani a eluci(obrazek 2).

UzZivatelé si mohou zvolit rizné vstupni objemy vzorku.

Odbér .

Magneticka Magneticka

ty€inka ty€inka
Kryt
tycinky

Reagencie 1a  Zpomaluje pohyb Prenos Zrychluje pohyb Reagencie 2 a

Kryt ty¢inky

=

magnetické nahoru a dold pi ”aholiu adoll krytu  magnetické gastice
Castice shromazdovani tycinky pfi
uvolfiovani

magnetickych castic magnetickych Gastic

Jamka 1 Jamka 2

Obrazek 1. Schématické znazornéni principu cinnosti pfistroje QIAsymphony SP. Pfistroj QIAsymphony SP
zpracovava vzorek obsahujici magnetické ¢astice nasledujicim zplsobem: magneticka tycinka, chranéna krytem
ty€inky, vstupuje do jamky obsahujici vzorek a pfitahuje magnetické ¢astice. Kryt magnetické tycinky se umisti nad
jinou jamku a magnetické Castice se uvolni. Tyto kroky se béhem zpracovani vzorku nékolikrat opakuji. PFistroj
QIAsymphony SP pouziva magnetickou hlavu obsahujici soupravu 24 magnetickych ty¢inek, a mze proto sou¢asné
zpracovavat az 24 vzorku.
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Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit

Vzorek plazmy plus vazebny
pufr, proteindza Proteinase
K a magnetické ¢astice
prenasené do kazety pro
pfipravu vzorkd

DNA se vaZze na magnetické
Gastice

Magneticka separace

Promyti

Magneticka separace

Eluace

Cista, vysoce kvalitni ccfDNA

Obrézek 2. Kroky pro extrakci ccfDNA pomoci sady QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD).
Fragmenty ccfDNA jsou izolovany z plazmy ziskané z lidské plné ven6zni krve odebrané do zkumavky PAXgene Blood
ccfDNA Tube (CE-IVD). Béhem prvniho kroku zpracovani jsou plazmatické proteiny $tépeny proteindzou Proteinase
K, zatimco ccfDNA se vaze na povrch magnetickych ¢astic. Tfi promyvaci kroky zaruéuji odstranéni necistot. Nakonec
je ccfDNA eluovana z magnetickych ¢astic a je pripravena k pouziti v naslednych aplikacich.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

Sada QIAsymphony PAXgene Blood
ccfDNA Kit (CE-IVD)

(192)
Katalogové €. 768566
. 192
Pocet reakci
Zkratka Identita MnoZzstvi Uginné prisady Koncentrace [%]**

RC Reagent cartridge 2 Neiontovy detergent 20,5 - <10 [hm/hm]
(Kazeta Magneticka ¢astice pro NA
s reagenciemi)*" vyménu aniontd 20,05 - < 0,1 [hm/hm]

NaOH 270 - <90 [obj.]
Etanol

PROTK Proteinase 5x 10 ml Proteinase K 21 - < 3% [hm/hm]
K (Proteindza K)"

PL Piercing lid 2 — NA
(Dérovaci vicko)

RSS Reuse Seal Set 2 — NA
(Opétovné
pouzitelna uzaviraci
sada)*
Elution Microtubes 2 — NA
CL, racked (Eluéni
mikrozkumavky CL,
ve stojanech)?
Caps for Elution 1 x (55 x 8) — NA
Microtubes (Vicka
pro eluéni
mikrozkumavky)*
Navod k pouziti 1 — NA
(pfirucka)
PAXgene Blood 1 — NA

ccfDNA Purification
Protocol Selection
Tool (Nastroj
PAXgene pro vybér
protokolu purifikace
ccfDNA v krvi)

* QObsahuje azid sodny jako konzervaéni latku.

T Seznam symboll a jejich definice jsou uvedeny na strané 34.

* Opakované pouzitelna uzaviraci sada Reuse Seal Set obsahuje 8 uzaviracich prouzkd pro opakované pouziti.
# K dispozici také samostatné, viz Informace pro objednani.

** Maximalni koncentrace v jedné jamce.
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Potrebny material, ktery neni soucasti dodavky

Pfi praci s chemickymi latkami a biologickymi vzorky vzdy dodrzujte obecné platna
bezpecnostni opatfeni a v souladu se zasadami a postupy vaseho pracovisté noste vhodny
laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny
v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele daného vyrobku.

Zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuceni vyrobce.

e Sample Prep Cartridges, 8-well (kazety pro pfipravu vzorkl, 8jamkové; QIAGEN,
kat. €. 997002)

® 8-Rod Covers (kryty pro 8 tyCinek, QIAGEN, kat. €. 997004)

e Filter-Tips, 200 pl a 1500 pl (Spicky s filirem QIAGEN, kat. Cisla 990332 a 997024
v daném poradi)

e Tip Disposal Bags (odpadni sacky na Spi¢ky; QIAGEN, kat. ¢. 9013395)

® PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD) (zkumavky pro odbér krve ke stanoveni
ccfDNA; PreAnalytiX, kat. &. 768165)

® Zkumavky na vzorky. Kompatibilni formaty odbérovych a sekundarnich zkumavek
naleznete v seznamu laboratorniho vybaveni, ktery je k dispozici v zaloZzce Product
Resources (Produktové zdroje) na strance produktu na adrese www.giagen.com.

o Kompatibilni format eluéni zkumavky je uveden v seznamu laboratorniho vybaveni, ktery
Ize nalézt v zaloZce Product Resources (Produktové zdroje) na strance produktu na
adrese www.qiagen.com.

Vybaveni*

® Pipeta (5 ml)

e Pistroj QlAsymphony SP (QIAGEN, kat. & 9001297)

* Pred pouzitim zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuéeni vyrobce.
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Varovani a bezpecénostni opatfeni

Pro diagnostické pouZiti in vitro
Pfed pouzitim sady si peclivé prectéte vSechny pokyny.

Z&kaznici v Evropské unii by méli vzit na védomi, Ze od nich mlze byt vyZzadovano nahlaseni
zavaznych udalosti, ke kterym doSlo v souvislosti se zafizenim, ato vyrobci

a kompetentnimu organu ¢lenského statu, pod néjz uzivatel a/nebo pacient spada.

Informace o bezpecnosti

PFi praci s chemickymi latkami a biologickymi vzorky vzdy dodrZujte obecné platna
bezpecénostni opatfeni a v souladu se zdsadami a postupy vaseho pracovisté noste vhodny
laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle. BlizSi informace jsou uvedeny
v pfisluSnych bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online ve
formatu PDF na strdnkach www.giagen.com/safety, kde si uzivatelé mohou vyhledat,
zobrazit a vytisknout BL pro kazdou sadu PreAnalytiX a pro kazdou komponentu pfislusné
sady.

o VeSkeré chemikdlie a biologické materidly jsou potencialné nebezpecné. Vzorky
a alikvoty jsou potencialné infek&ni, a musi se s nimi proto zachazet jako s biologicky
nebezpecnymi materialy.

e Alikvoty a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi pfedpisy.
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Bezpecénostni opatfeni

Pufry v kazeté s reagenciemi (Reagent Cartridge, RC) obsahuji azid sodny. Pokud dojde

k rozliti pufri z této sady, vycCistéte misto vhodnym laboratornim detergentem a vodou.

Pokud rozlita kapalina obsahuje pfipadna infekéni agens, vycCistéte zasazené misto nejdfive

laboratornim detergentem avodou, a potom 1% (obj.) roztokem chlornanu sodného

(dezinfek&niho prostfedku).

Pro jednotlivé komponenty sady QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit plati nasledujici

pokyny tykajici se rizika a bezpe€nostnich opatfeni.

12

MBS3

Proteinase K

Obsahuje: azid sodny. Varovanil MGze byt Skodlivy pfi poziti.
Pouzivejte ochranné rukavice /ochranny odév /ochranné bryle /

obli¢ejovy Stit.

Obsahuje: proteinazu Proteinase K. Nebezpeci! Zplsobuje mirné
podrazdéni kaze. PFi vdechnuti muze vyvolat pfiznaky alergie nebo
astmatu, pfipadné dechové obtize. Vyvarujte se vdechovani
prachu/dymu/plynu/mihy/vyparQ/aerosoltd.  Pouzivejte = ochranné
rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy S§tit. PouzZivejte
ochranny respirator. Pokud dojde k zasazeni nebo dlivodné obavé, ze
doslo k zasaZeni: Kontaktujte toxikologické informacni stfedisko nebo
Iékare. Pfeneste postizeného na Cerstvy vzduch a ponechte ho v klidu

v poloze usnadriujici dychani.
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QSE2

QSW9

O&

Obsahuje: hydroxid sodny. Nebezpecdi! Zpusobuje zavazné
popéleniny pokozky a poSkozeni oc&i. Obsah/nadobu likvidujte ve
schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu. PFi zasazeni oci: Opatrné
oplachujte vodou po dobu nékolika minut. Pokud zasaZzena osoba
pouziva kontaktni €ocky, vyjméte je (pokud je to mozné). Pokracujte
v oplachovani. PFi styku s kazi (nebo s vlasy): Okamzité odstrarite
nebo sviéknéte vesSkeré kontaminované obleceni. Oplachnéte
pokozku vodou/sprchou. Ihned kontaktujte toxikologické informacni
stfedisko nebo |ékare. Skladujte uzamcené. Pouzivejte ochranné

rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy Stit.

Obsahuje: etanol. Nebezpeci! Vysoce hoflava kapalina a pary.
Zpusobuje vazné podrazdéni oci. Chrante pred teplem/jiskrami
| otevifenym plamenem / horkymi povrchy. Zakaz koufeni. Pouzivejte
ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / obli¢ejovy §tit.
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) se musi uchovavat ve svislé
poloze pfi pokojové teploté (15-25 °C). Magnetické Castice v kazetach s reagenciemi
(Reagent Cartridge, RC) zlstavaji pfi uchovavani v tomto teplotnim rozmezi aktivni.

Poznamka: Stitek na krabici se sadou QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)
udavéa dobu pouZitelnosti sady. Datum pouzitelnosti se tyka kazety s reagenciemi.

Po uplynuti doby pouZitelnosti sadu QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)
nepouzivejte.

Komponenty sady

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) obsahuje roztok proteinazy
Proteinase K pfipraveny k okamzitému pouZiti, ktery lze uchovavat pfi pokojové teploté
(15-25 °C).

Kazety RC neuchovaveijte pfi teplotach pod 15 °C.

Oteviené kazety RC ze sady QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) lze
skladovat pfi pokojové teploté (15-25 °C) po dobu az 4 tydnd, coz umozfiuje nakladové
efektivni opakované pouziti reagencii a flexibilnéjSi zpracovani vzorku. Pokud se kazeta RC
pouzije Castecné, vyménte kryt vaniCky obsahujici magnetické ¢astice a bezprostfedné po
skonceni cyklu protokolu uzaviete kazetu RC dodavanymi, opétovné pouzitelnymi

uzaviracimi prouzky, aby nedoslo k odparovani.
Aby se zabranilo odpafovani reagencii, méla by byt kazeta RC oteviena maximalné 15 hodin

(véetné doby provozu) pfi maximalni teploté prostfedi 32 °C. Nespravné skladovani

komponent sady mize vést ke zrychlenému starnuti pufrd.
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Zpracovani Sarzi s nizkym pocétem vzork( (< 24) zvySuje jak dobu, po kterou je kazeta RC
oteviena, tak pozadované objemy pufru, coz potencialné snizuje celkovy pocet moznych

stanoveni vzork( na jednu kazetu.

Chrante kazety RC prfed pusobenim UV zafeni (napf. pouzivaného pro dekontaminaci),

protoZe expozice muze zpusobit zrychlené starnuti kazet RC a pufrd.
Je tfeba vénovat odpovidajici pozornost datim pouzitelnosti a podminkam skladovani

vytisténym na obalu a Stitcich vSech komponent. NepouZivejte sou€asti s proSlym datem

exspirace ani nespravné skladované soucasti.
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Odbér a pfiprava vzorku

Postup purifikace je optimalizovan pro pouZziti s plazmou ziskanou z krve odebrané ve

zkumavkach PAXgene Blood ccfDNA Tubes (CE-IVD). Informace o odbéru krve, manipulaci

s témito zkumavkami a pfipravé plazmy naleznete v navodu k pouziti zkumavek PAXgene

Blood ccfDNA Tube (CE-1VD), ktery naleznete v z&loZce Product Resources (Produktové

zdroje) a Resources (Zdroje) na strankach produktu na adrese www.qgiagen.com, resp.

www.PreAnalytiX.com.

Pfipravu plazmy Ize provadét (A) pomoci standardniho protokolu dvojité centrifugace nebo

(B) prostifednictvim manipulace s odbérovou zkumavkou: pfimého zpracovani jednotlivych
odstfedénych zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) na pfistroji QlAsymphony SP.

A) Priprava plazmy z krve pro standardni protokoly

1.

16

Odstrfedujte zkumavku PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) pfi pokojové teploté
(15-25 °C) po dobu 15 minut pfi 1600—-3000x g (prvni centrifugace) a po dobu 10 minut
pfi 1600-3000x g (druha centrifugace) pomoci vyvazené vytahovaci lopatkové
odstfedivky. Pokud se upfednostiiuje brzdéni, doporu€ujeme pouzit stfedni uroven

brzdéni, kterou je potfeba validovat pro vas konkrétni pracovni postup.

Poznamka: Aby vzorky uchovavané pred centrifugaci v chladu fungovaly co nejlépe,
nechte zkumavky pfed zpracovanim ohfat na pokojovou teplotu.
Napipetujte plazmu do 15ml odstfedivkové zkumavky s konickym dnem (neni soucasti

dodavky), pficemz dbejte na to, abyste neporusili jadernou buné&nou frakci.

Odstredujte 15ml odstfedovaci zkumavku s kénickym dnem pfi pokojové teploté
(15-25 °C) po dobu 15 minut pfi 1600-3000x% g (prvni centrifugace) a po dobu 10 minut

pfi 1600-3000x% g (druha centrifugace) pomoci vyvazené odstredivky.

Poznamka: Neprekracujte maximalni rychlost odstfedovani doporuc¢enou vyrobcem

sekundarni zkumavky.
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4.

B)

Napipetujte pozadovany objem plazmy (viz ¢ast ,Objem vzorku“, strana 20) do 14ml
polystyrenové zkumavky s kulatym dnem o rozmérech 17 x 100 mm, pfi¢emz dbejte na
to, aby nedoslo k naruseni pelet zbytkovych krevnich bunék, pokud jsou pFitomny.

Pfeneste zkumavku s kulatym dnem se vzorkem plazmy do nosi¢e zkumavek a vioZte

nosi¢ zkumavek do zasuvky pro vlozeni vzorku pfistroje QIAsymphony SP.

Pozndmka: Pro maximélni vytézek ccfDNA zpracujte maximalni dostupny objem

plazmy.

Poznamka: Zamezte vytvofeni pény na povrchu nebo uvnitf vzorkd plazmy. Péna nebo

vzduchové bubliny na vzorcich mohou vést k pipetovani nespravného objemu vzorku.

Poznamka: Po odbéru krve a centrifugaci stabilizuji zkumavky PAXgene Blood ccfDNA
Tube (IVD) ccfDNA (profil ccfDNA) v plazmé pfi teploté 2—8 °C po dobu az 7 dn(li pred
zpracovanim plazmy. Pfi del$im skladovani doporu€ujeme zmrazeni alikvotnich podilG.

Poznamka: Pfi pouziti dfive uloZzenych vzork(l plazmy (napf. skladovanych pfi teploté
2-8 °C nebo zmrazenych na -20 nebo -70 °C /-80 °C) je tfeba je pfed zahajenim
zpracovani nechat vytemperovat na pokojovou teplotu (15-25 °C).

Vyroba plazmy z krve pro manipulaci s odbérovou zkumavkou na pristroji
QIAsymphony SP

Odstredujte zkumavku PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) pfi pokojové teploté
(15-25 °C) po dobu 15 minut pfi 3 000x g pomoci vyvazené vytahovaci lopatkové
odstfedivky. Pokud se upfednostfiuje brzdéni, doporu€ujeme pouZzit stfedni uroven

brzdéni, kterou je potfeba validovat pro vas konkrétni pracovni postup.

Poznamka: Aby vzorky uchovavané pred centrifugaci v chladu fungovaly co nejlépe,

nechte zkumavky pfed zpracovanim ohrat na pokojovou teplotu.

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) — navod k pouziti (pfiru¢ka) 05/2021 17



2. Po vyjmuti z kadinky odstfedivky kvantifikujte objem plazmy v kazdé zkumavce pomoci
nastroje PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol Selection Tool, ktery se dodava
jako obsah sady (obrazek 3). Po vyjmuti zkumavky z odstfedivky se modrozelena Sipka
na nastroji zarovna s rozhranim plazma/burika. Modré ¢ary oznacuiji, zda je plazmaticka
hladina dostatecna pro protokol manipulace s odbérovou zkumavkou 2,4 nebo 4,0 ml.
Pro protokol 2,4 ml je zapotfebi minimalni vySka sloupce plazmy 2,3 cm a pro protokol
4,0 ml je zapotfebi minimalné 3,4 cm.

= .
¢ PreAnalytiX
A QIAGEN / BD Company
Urcete optimalni protokol pro zpracovani

zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube
(CE-IVD) pfimo na pfistroji QlIAsymphony SP

Pokud je nad touto Garou, pouZijte protokol pro 4,0 ml plazmy

Pokud je nad touto arou, pouZijte protokol pro 2,4 ml plazmy

Pokud je objem plazmy pod modrou ¢arou vyse, pouzijte
protokol s pfenosem plazmy do sekundarni zkumavky

Zarovnejte Sipku s rozhranim plazma/burika

Objem buné¢né frakce se
u vzorku lisf

Obréazek 3. Stanoveni objemu plazmy pomoci nastroje PAXgene Blood ccfDNA Purification Protocol
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Poznamka: V pfipadé, Ze nedojde k jasnému oddéleni plazmatické a bunééné frakce
nebo dojde k nahodnému smichani fazi po vyjmuti z odstfedivky, odstfedovani je
potfeba zopakovat.

Pfed umisténim na pfistroj QIAsymphony SP pro pfimou extrakci ccfDNA sejméte ze
zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD) uzavér Hemogard Closure Cap.

Poznadmka: Odstranéni uzavéru zkumavky a manipulace s otevienymi zkumavkami by
mély byt provadény opatrné, aby se sniZilo potencidlni riziko rozliti vzorku, kfizZové
kontaminace mezi zkumavkami a vystaveni krvi.

Do nosi¢e zkumavek viozte oteviené zkumavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD),
které obsahuji dostate¢né mnozstvi plazmy, a nosi¢ zkumavek vlozte do vstupni zasuvky

pro vzorky pfistroje QlAsymphony SP.

Zmrazovani a rozmrazovani vzorkil plazmy zpracovanych ze zkumavky PAXgene
Blood ccfDNA Tube

Pro zmrazeni pfeneste plazmu do vhodnych zkumavek (napf. kryolahvi¢ek) umisténych
ve vhodném stojanu.

Plazmu zmrazte a uchovavejte pfi teploté -20 °C. Pro skladovani pfi teploté nizsi nez -
20 °C zmrazte vzorky plazmy nejprve pfi -20 °C po dobu nejméné 24 hodin a poté je
preneste do -70 nebo -80 °C.

Plazmu rozmrazujte pfi pokojové teploté (15-25 °C).

Poznamka: Nerozmrazujte pfi nizkych teplotach (napf. 4 °C).

Pokud se v plazmé vytvofi kryoprecipitaty, po rozmrazeni zkumavku 30 s vortexujte
a vzorek pouzijte pro postup izolace ccfDNA pfistrojem QIAsymphony SP bez dalSi
Upravy.

Poznamka: Nedoporu€uje se kvili odstranéni kryoprecipitatd plazmu odstfedovat,
protoZe tyto kryprecipitaty mohou obsahovat ccfDNA.

Poznamka: Aby se zabranilo tvorbé kryoprecipitatd, I1ze plazmu rozmrazovat pfi teploté

30 °C po dobu 30 minut namisto pfi pokojové teploté.
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Postup

Pfrehled: Automaticka purifikace ccfDNA na pfistroji
QIAsymphony SP

Ptistroj QIAsymphony SP usnadriuje automatickou pfipravu vzorkd a zvySuje pohodli
pfipravy. Vzorky, reagencie, spotfebni material aeludty jsou oddélené uchovavany
v raznych zasuvkach. Pred vlastnim zpracovanim jednodu$e zalozte vzorky, kazety
S reagenciemi a spotfebni material pfedem umistény ve stojanku do pfislusné zsuvky.
Spustte protokol a po zpracovani vyjméte purifikovanou ccfDNA ze zasuvky ,Eluate” (Eluat).

Instrukce naleznete v uzivatelskych pfiru¢kach dodavanych s vasim pfistrojem.

Poznamka: Volitelna udrzba neni pro funkci pfistroje povinna, ale velmi ji doporuéujeme pro

snizeni rizika kontaminace.

Objem vzorku

Aby se pfi bé&zném pracovnim postupu nastrojem preneslo 2,4 ml (protokol
PAXcircDNA_2400) a 4,8 ml (protokol PAXcircDNA_4800), vyzaduje se prazdny objem
0,4, respektive 0,5 ml, coz znamend, Ze je nutno poskytnout vstup vzorku minimalné
2,8 a 5,3 ml. V pfipadé, Ze jsou k dispozici nizsi objemy plazmy nez 2,8 nebo 5,3 ml, rezim
Less Sample (Méné vzorkd), coby integrovana soucast funkce protokolu, automaticky
umozruje prenos nizSich objem( plazmy, nez je uvedeno. V tomto pfipadé se nastrojem
pfenese méné vzorku a preneseny objem je zdokumentovan v souboru s vysledky. Kromé
toho se pfislusné vzorky oznaci jako nejasné (chybovy kod 140043, rezim Enable Less
Sample — povolit méné vzork(). Minimalni vstupni objemy plazmy pro aktivaci rezimu Less
Sample (Méné vzork() jsou 1,6 ml a 4,1 ml. Pokud bude k dispozici mensi objem vzorkd,
vzorky nebudou zpracovany a budou oznaceny jako neplatné. Pro postup manipulace
s odbérovou zkumavkou se vhodny objem vzorku zajiStuje pomoci nastroje PAXgene Blood
ccfDNA Purification Protocol Selection Tool, ktery se dodavéa jako obsah sady (je popsan
v Casti ,Pfiprava materialu vzorkd“ na strané 24).
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Vkladani kazet RC do zasuvky ,Reagents and Consumables” (Reagencie
a spotfebni material)

Reagencie pro purifikaci ccfDNA jsou obsazeny v inovativni kazeté s reagenciemi (Reagent
Cartridge, RC) (obrazek 4). Kazda vani¢ka kazety RC obsahuje specialni reagencie, jako
napf. magnetické Castice, vazebny pufr, promyvaci pufr nebo eluéni pufr. Jen ¢astecné
pouzité kazety RC Ize znovu uzavfit pomoci opétovné pouzitelnych uzaviracich prouzkd,
¢imz se predchazi vytvafeni odpadu v disledku zbylych reagencii na konci postupu
purifikace.

Obréazek 4. Kazeta s reagenciemi (RC) QIAsymphony. Kazeta RC obsahuje vSechny reagencie potfebné pro
zpracovani protokolu.

Pfed zahajenim postupu ovéfte, Ze jsou magnetické Castice pIné resuspendované. Pied
prvnim pouzitim vyjméte vani¢ku s magnetickymi ¢asticemi z podstavce kazety RC, razné ji

minimalné 3 minuty vortexujte a vlozte zpatky do podstavce kazety RC.

Poznamka: Magnetické ¢astice mohou zménit barvu. To nema zadny vliv na vykon.
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Kazetu RC vlozte do drzaku RC. PFed prvnim pouzitim kazety RC umistéte dérovaci vicko

na horni ¢ast kazety RC (obrazek 4).

Poznamka: Dérovaci vicko je ostré. Pfi jeho pokladani na kazetu RC budte opatrni. Ujistéte
se, ze jste umistili dérovaci vicko na kazetu RC ve spravném sméru.

Po odstranéni krytu vanicky s magnetickymi ¢asticemi se nasledné do zasuvky ,Reagents

and Consumables” (Reagencie a spotfebni material) vlozi kazeta RC.

Caste¢né pouzité kazety RC Ize ulozit, dokud nebudou znovu potteba (viz &ast ,Skladovanf
reagencii a manipulace s nimi“ na strané 14).

Poznamka: Je tfeba pfidat proteinazu Proteinase K (viz ¢ast ,Co je tfeba udélat, nez

zacnete“ na strané 26).

Poznamka: Ujistéte se, Ze nejsou smichany kazety RC, vani¢ky s magnetickymi ¢asticemi
a lahvicky s proteinazou Proteinase K z rdznych Sarzi sad.

Vkladani umélohmotného vybaveni do zasuvky ,Reagents and Consumables*
(Reagencie a spotiebni material)

Kazety pro pfipravu vzork(, kryty 8-Rod Covers (oboje je seskladano do jednotkovych boxu)
a jednorazoveé Spicky s filtrem (200ul $picky se dodavaji v modrych stojancich, 1500ul Spicky
se dodavaji v ¢ernych stojancich) se vkladaji do zasuvky ,Reagents and Consumables”

(Reagencie a spotfebni material).

Poznamka: Ujistéte se, Ze jsou vika jednotkovych box( pfed vloZzenim box( do zasuvky

.Reagents and Consumables” (Reagencie a spotfebni material) odstranéna.

Poznamka: Spicky maji filtry jako prevenci kfizovych kontaminaci.
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Do drazek pro stojanky na Spic¢ky na pracovni ploSe pristroje QlAsymphony SP Ize vlozit
kterykoliv typ stojanku na Spicky. PFistroj QIAsymphony SP identifikuje typ vliozenych Spicek
béhem kontroly vloZzeného obsahu (,inventory scan®).

Poznamka: Nedoplriujte stojanky na Spicky ani jednotkové boxy pro kazety pro pfipravu
vzorkll nebo kryty 8-Rod Covers pred spusténim dalSiho cyklu. PFistroj QlIAsymphony SP
umi pouzit Castecné pouzité stojanky na Spicky a jednotkové boxy.

Informace o zplisobu objednavani plastovych predmét najdete na strané 37.

PInéni zasuvky ,Waste“ (Odpad)

Kazety pro pfipravu vzork( a kryty 8-Rod Covers pouzité béhem cyklu se seskladaji zpét do
prazdnych jednotkovych boxl v zasuvce ,Waste* (Odpad). Ujistéte se, Ze zasuvka ,Waste”
(Odpad) obsahuje dostate¢né mnozstvi prazdnych boxu pro plastovy odpad generovany pfi

zpracovani.

Poznamka: Ujistéte se, Ze jsou vika jednotkovych boxl pfed vloZzenim box( do zasuvky
~Waste" (Odpad) odstranéna. Pouzivate-li boxy pro kryty 8-Rod Covers pro sbér pouzitych
kazet pro pfipravu vzorkd a krytll 8-Rod Covers, ujistéte se, Ze z nich byla odstranéna

distan¢ni vlozka.

Sadek pro pouzité Spicky s filtrem musi byt pfipevnén k pfedni strané zasuvky ,Waste"
(Odpad).

Poznamka: PFitomnost odpadniho sacku na Spi€ky neni systémem kontrolovana. Pied
zaCatkem zpracovani se ujistéte, Ze je odpadni sacek spravné pfipevnén. Dalsi informace
naleznete v uzivatelskych pfiru¢kach dodavanych s vasim pfistrojem. Vyprazdnéte odpadni

sacek po zpracovani maximalné 96 vzork(, aby se zamezilo nakupeni Spicek.
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Odpadni kontejner sbira tekuty odpad generovany béhem postupu purifikace. Zasuvku
~Waste” (Odpad) Ize zavfit jen tehdy, pokud je odpadni kontejner na misté. Tekuty odpad
likvidujte podle mistnich bezpe&nostnich a ekologickych predpist. Naplnéné odpadni
nadoby neautoklavujte. Vyprazdnéte odpadni nadoby po zpracovani maximalné 96 vzorkd.

PInéni zasuvky ,Eluate (Eluéat)

Vlozte pozadovany eluéni stojanek do zasuvky ,Eluate” (Eluat). Dlouhodobé skladovani
eluatll v zasuvce ,Eluate” (Eluat) mize zplsobit odparovani nebo kondenzaci eluatd, proto
se musi pouzivat chladici pozice. Pouzivejte ,Elution slot 1“ (Eluéni drazka 1) pouze
s odpovidajicim chladicim adaptérem.

2Zvoleny eluéni objem (pl)* Pivodni eluéni objem (pl)'

60 75

* Toto je minimalni dosazitelné mnozstvi eluatu ve vysledné elu¢ni zkumavce u stojanu QIAGEN EMT (kat. €. 19588)
a 1,5 ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem Sarstedt (kat. €. 72.607). V jednotlivych pfipadech se muze konecny
eluéni objem pro jednotlivé vzorky zménit az o 5 pl smérem dold.

Pavodni objem eluéniho pufru je vyzadovan, aby bylo zajisténo, Ze skute¢ny objem eluatu odpovida zvolenému
objemu.

Kontrola vlozeného obsahu

Pfed spusténim cyklu pfistroj zkontroluje, zda bylo do pfislusnych zasuvek vlozeno pro
testované sady dostate¢né mnozstvi spotfebniho materialu.

Pfiprava materialu vzorki

o i

Viz ,Odbér a pfiprava vzorkUd", strana 16.

Skladovani ccfDNA

Po pfipravé vzorku Ize eluaty ccfDNA skladovat pfi teploté -20 nebo -80 °C. Zmrazené eluaty
nesméji roztat vice nez tfikrat. Nejnovéjsi informace o stabilité ccfDNA v eluatech naleznete
na strance produktu na www.giagen.com nebo www.PreAnalytiX.com.
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Prehled protokolu

Tabulka 1. Prehled protokolu

Vzorek Zpracovani Vstupni objem Objem vzorku Eluéni objem Protokol pro
zkumavky vzorku (vé. pouzity pro (ul) pristroj
PAXgene Blood préazdného odbér ccfDNA QIAsymphony
ccfDNA Tube objemu) (ml) (ml) SP
(CE-IVD)
2x centrifugace, PAXcircDNA_
pfenos plazmy 28 2.4 60 2400
Plazma ziskana  do sekundarni _
z lidské pIné zkumavky 5,3 438 60 PAXcircDNA_
venozni krve, 4800
odebrana do 1x centrifugace, PAXcircDNA
élxj)r(n?;eekBlood pfimé 2,4 60 PrimaryTube_
g zpracovani na Podle nastroje 2400
ccfDNA Tube
pristroji pro vybar .
(CE-IVD) QlAsymphony PAXcircDNA
4,0 60 PrimaryTube_
SP
4000

Dulezité body pred zahajenim pouzivani
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Pfi praci s chemikaliemi a biologickymi vzorky noste vzdy laboratorni odév, jednorazové

rukavice a ochranné bryle. BlizSi informace jsou uvedeny v pfislusnych bezpe€nostnich

listech.

Ujistéte se, Ze jste dobfe obeznameni s obsluhou pfistroje QIAsymphony SP. Instrukce

naleznete v uzivatelskych pfiru¢kach dodavanych s vasim pfistrojem.

Pfed zahajenim postupu si prostudujte ¢ast ,,Principy postupu*.

Ujistéte se, ze jste dobfe obeznameni s listem protokolu a seznamem laboratorniho

vybaveni (naleznete je v zalozce Product Resources (Produktové zdroje) na strance

produktu na adrese www.giagen.com).

Vyhnéte se prudkému tfepani kazetou RC, jinak by se mohla vytvofit péna, ktera mize

vést k problémim s detekci hladiny tekutiny.
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® Krev je nutné odebrat do zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD; PreAnalytiX,
kat. €. 768165). Pokyny k odbéru krve a manipulaci sni ake zpracovani plazmy
naleznete v navodu k pouziti, ktery je kdispozici na zaloZzce Product Resources
(Produktové zdroje) na strance produktu na adrese www.giagen.com, respektive
www.PreAnalytiX.com.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

® Pred zahajenim postupu ovéfte, ze jsou magnetické ¢astice pIné resuspendované. Pred
prvnim pouzitim vani¢ku s magnetickymi ¢asticemi dukladné vortexujte po dobu
nejméné 3 minut.

e Ovéfte, Ze propichovaci vicko je nasazeno na kazeté RC azZe vicko z vanicky
s magnetickymi ¢asticemi bylo sejmuto, nebo, pokud pouzivate kazetu RC, ktera jiz byla
Caste€né vyuzita, ovéite, Ze byly opétovné pouzitelné uzaviraci prouzky odlepeny.

® Proteinaza Proteinase K neni soucéasti kazety RC, ale musi ji zajistit uzivatel (zasuvka
na vzorky, drazka A, pozice 1 a/nebo 2). Zajistéte, aby byl k dispozici spravny objem
proteindzy Proteinase K.

Souprava QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) obsahuje roztok proteinazy

Proteinase K pfipraveny k okamzitému pouziti. Proteinazu Proteinase K Ize skladovat pfi

pokojové teploté (15-25 °C). Pro dlouhodobém skladovani doporucujeme uchovavat

injekeni lahvi€ky s enzymem proteindzy Proteinase K pfi teploté 2—8 °C.

Cislo vzorku PAXcircDNA_2400/PAXcircDNA PAXcircDNA_4800/PAXcircDNA
PrimaryTube_2400* PrimaryTube_4000*

8 1980 pl 2860 pl

24 3740 pl 6380 pl

48 6380 pl 11660 pl*

96 11660 pl 23320 pIt

*

Pro kazdy vzorek se vyzaduje 110 pl (na 2400 pl plazmy) nebo 220 pl (na 4800/4000 pl plazmy), plus dalsi prazdny
objem 1100 pl [(n x 110 nebo 220 pl) + 1100 pl].

Pokud je zapotiebi vice nez 11 660 pl, pouzijte druhou zkumavku (Corning, kat. €. 352051). Pro druhou zkumavku
je pozadovan dalSi prazdny objem 1 100 pl.
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Poznamka: Zkumavky obsahujici proteinazu Proteinase Kjsou umistény v nosici
zkumavek. NosiCe zkumavek obsahujici proteinazu Proteinase K musi byt umistény na
pozicich 1 nebo 2ve slotu A zasuvky ,Sample” (Vzorek). Na proteindzu Proteinase
K doporuéujeme pouzit zkumavky 14 ml 17 x 100 mm polystyrenové s kulatym dnem
(Corning, kat. €. 352051).

® Pokud jsou vzorky oznaceny ¢arovym kodem, orientujte vzorky v nosi¢i zkumavek tak,
aby carové kody byly obraceny ke cte€ce Carovych kodu na levé strané pfistroje
QIAsymphony SP.

e Informace o zkumavkach na vzorky a minimalnich objemech vzorkd kompatibilnich
s protokoly naleznete v pfisluSném seznamu laboratorniho vybaveni, ktery je k dispozici
v z4aloZzce Product Resources (Produktové zdroje) na strdnce produktu na adrese

www.giagen.com.
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Protokol: Automaticka purifikace ccfDNA na pfistroji
QIAsymphony SP

Podrobné informace ke kazdému protokolu, v€etné objem( a zkumavek, jsou uvedeny

v listu protokolu a seznamu laboratorniho vybaveni, které naleznete v zaloZzce Product

Resources (Produktové zdroje) na strance produktu na adrese www.giagen.com. Pfiprava

materialu vzorku (plazma ziskana z lidské veno6zni plné krve odebrané do zkumavky

PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD)) je popséana v ¢astech ,Odbér a pfiprava vzorkd“

a ,Pfiprava materialu vzork(“ této pfirucky a v navodu k pouziti zkumavky, ktery naleznete

v zalozce Product Resources (Produktové zdroje) na strance produktu na adrese

www.giagen.com, respektive www.PreAnalytiX.com.

=

28

Zavrete vSechny zasuvky a odsavaci kryt.

Zapnéte pfistroj QIAsymphony SP a vyCkejte, dokud se neobjevi obrazovka Sample

Preparation (PFiprava vzorku) a neskonéi inicializani postup.
Vypina€ je umistén v levém spodnim rohu pfistroje QlAsymphony SP.
Pfihlaste se do pfistroje.

VloZte poZzadovany eluéni stojanek do zasuvky ,Eluate® (Eluat).

Do ,Elution slot 4 (Elu¢ni drazka 4) nevkladejte 96 jamkovou desticku. Pouzijte drazku
,Elution slot 1“ (Eluéni drézka 1) s odpovidajicim chladicim adaptérem.

Kdyz pouzivate 96jamkovou destiCku, ovéfte, ze je spravné orientovana, protoze
nespravné umisténi mdze pfi pozdéjsi analyze zplsobit zaménu vzorka.

PFi pouziti stojanu na eluéni mikrozkumavky Elution Microtubes CL, odstrarte spodni
Cast otacenim stojanu, dokud se spodni €ast neodpoji.

Ujistéte se, Ze je zasuvka ,Waste” (Odpad) spravné pfipravena a provedte kontrolu
obsahu zasuvky ,Waste“ (Odpad), v€etné zlabku na $picky, stanice na parkovani $picek,
prdzdné nadoby na kapalny odpad a prazdnych jednotkovych boxl. V pfipadé potfeby

vyménte sacek na likvidaci Spi¢ek Tip Disposal Bag.
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6. Vlozte pozadovanou kazetu (poZadované kazety) RC a spotfebni material do zasuvky

.Reagents and Consumables” (Reagencie a spotfebni material).

7. Provedte kontrolu obsahu vilozeného do zasuvky ,Reagents and Consumables®
(Reagencie a spotfebni material).

8. Umistéte vzorky do pfislusného nosice vzorku a vloZte je do zasuvky ,Sample” (Vzorek).

Poznamka: Kromé bézného zpracovani véetné pfenosu plazmy do pFislusného nosice
vzorkl (14ml polystyrenova zkumavka Falcon® s kulatym dnem, rozméry 17 x 100 mm)
umoznuje pracovni postup manipulace s odbérovou zkumavkou PAXgene Blood ccfDNA
Tube extrakci ccfDNA pfimo ze zkumavky PAXgene Blood ccfDNA Tube (10ml
zkumavka PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-IVD), 16 x 100 mm). DalSi informace
o manipulaci s odbérovou zkumavkou naleznete v listu protokolu, seznamu
laboratorniho vybaveni a navodu k pouziti zkumavky, které najdete na zalozce Product
Resources (Produktové zdroje) na strance produktu na adrese www.giagen.com,
respektive www.PreAnalytiX.com.

9. Pomoci dotykové obrazovky zadejte pozadované informace o kazdé zpracovavané sadé
vzorkl a o proteindze Proteinase K.
Zadejte nasledujici informace:

O Informace o vzorku (v zavislosti na pouzitych stojancich na vzorky vyberte BD
#352051 FalconPP 17 x 100 nebo BD_#768165 PAXgene ccfDNA 16 x 100)

O Protokol, ktery bude spustén (Assay Control Set (Kontrolni souprava analyzy))

O Eluéni objem a vystupni pozice

Po zadani informaci o davce se stav zméni z LOADED (VLOZENO) na QUEUED

(ZARAZENO). Jakmile je zafazena jedna davka, objevi se tlagitko Run (Cyklus).

10. Umistéte proteinazu Proteinase K do pFislusného nosice vzorkl na pozici 1 a 2 a vlozte
je do drézky A zasuvky ,Sample“ (Vzorek).

11. Stisknutim tlac¢itka IC definujte proteindzu Proteinase K.
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12.

13.

14,

15.

16.

30

Stisknutim tlacitka Run (Cyklus) zahajte postup purifikace.

V8echny kroky zpracovani jsou pIné automatizované. Na konci protokolu cyklu se stav
davky zméni z RUNNING (CYKLUS PROBIHA) na COMPLETED (CYKLUS
DOKONCEN).

Vyjméte eluéni stojan obsahujici purifikovanou ccfDNA ze zasuvky ,Eluate® (Eluat).
Potvrdte odstranéni elu¢niho stojanu pomoci softwaru pfistroje QlAsymphony SP.
ccfDNA je pfipravena k pouziti nebo ji Ize ulozit pfi teploté -20 °C nebo -80 °C po dobu
az 6 mésicu.

Spole¢nost QIAGEN doporucuje desticku s eluaty ze zasuvky ,Eluate* (Eluat) vyjmout
ihned po skon&eni cyklu. V eluénich destickach ponechanych v pfistroji

QIAsymphony SP po skon&eni cyklu mize dochazet ke kondenzaci nebo odpafovani
podle toho, jaka je teplota a vihkost.

Poznadmka: Pomoci funkce chlazeni pfistroje QIAsymphony SP je mozné nechat bézet
cykly pfes noc.

Magnetické castice se vétSinou neprenaseji do eluatli. Pokud presto dojde k pfenosu,
magnetické ¢astice v eluatech vétsinu naslednych aplikaci neovlivni.

Pokud bude tfeba magnetické Castice pfed naslednymi aplikacemi odstranit, zkumavky
nebo destiCky obsahujici eluaty museji byt nejdfive vlozeny do vhodného magnetu
a eluaty pfeneseny do Cisté zkumavky (viz ,PFiloha: Kvantifikace ccfDNA").

Pro kazdou destic¢ku s eluénimi zkumavkami je generovan soubor s vysledky.
Pokud byly kazety RC pouzité pouze Caste¢né, uzaviete je ihned po skonceni cyklu

protokolu pomoci dodavanych opétovné pouzitelnych uzaviracich prouzkl, aby se
zamezilo vypafovani.

Poznamka: DalSi informace o skladovani ¢aste¢né pouzitych kazet RC naleznete v Casti
~Skladovani reagencii a manipulace s nimi*.

Pouzité zkumavky na vzorky a odpad zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe¢nostnimi
predpisy.

Informace o bezpecnosti jsou uvedeny v ¢asti ,Varovani a bezpecnostni opatfeni*.
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17. Vycistéte pfistroj QIAsymphony SP.
Postupujte podle pokynt pro udrzbu v uZivatelskych priruckach dodavanych
s pfistrojem. Dbejte na pravidelné ¢isténi chranitek Spi¢ek; minimalizujete tim riziko
zkFizené kontaminace.

18. Uzaviete zasuvky pfistroje a vypnéte pfivod proudu k pfistroji QlAsymphony SP.

Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spole€nosti QIAGEN certifikovanym podle
norem ISO byla kazda Sarze sady QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)

testovana podle pfedem stanovenych kritérii, aby byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.

Omezeni

Funkéni vlastnosti systému byla stanovena ve studiich hodnoceni vykonnosti s purifikaci
ccfDNA z plazmy ziskané z lidské vendzni pIné krve odebrané do zkumavky PAXgene Blood
ccfDNA Tube (CE-IVD).

Charakteristiky funkénich vlastnosti sady QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit
(CE-IVD) byly stanoveny pro 18S ribozoméalni a DYS14 Y-chromozomalni fragmenty

ccfDNA v plazmé.

Kazdy uzivatel je zodpovédny za ovéreni funkénich vlastnosti systémd u vSech postupu
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich hodnoticich funkéni
vlastnosti vyrobkd QIAGEN a PreAnalytiX.

Pro minimalizaci rizika negativniho dopadu na diagnostické vysledky je zapotfebi pouZivat
pro aplikace v naslednych stupnich analyzy odpovidajici kontroly. Jakékoliv ziskané
diagnostické vysledky se museji interpretovat v kontextu ostatnich klinickych nebo

laboratornich nalez(.

Sada QIAsymphony PAXgene Blood ccfDNA Kit (CE-IVD) — navod k pouziti (pfiru¢ka) 05/2021 31



Navod na reSeni potizi
Uvedené navody mohou pomoci pfi FeSeni potiZzi, které by mohly nastat pfi praci se

systémem. Kontaktni Udaje a seznam c&asto kladenych otazek naleznete na strance

prisluSsného vyrobku na adrese www.PreAnalytiX.com nebo www.giagen.com.

Komentare a navrhy

Obecné pokyny k manipulaci

a) Chybova zprava zobrazena na Pokud se béhem protokolu objevila chybova zprava, nahlédnéte do
dotykové obrazovce uzivatelské pfirucky dodavané s vasim pfistrojem.

b)  Rzny objem eluatu po cyklech pres Pro optimalizaci vykonnosti sada QIAsymphony PAXgene Blood
noc ccfDNA Kit (CE-IVD) podporuje zpracovani vzorkd pres noc

ochlazenim eluatd na pfistroji QIAsymphony SP. Béhem dlouhého
chlazeni se objem eluatu mize v zavislosti na teploté a vihkosti

v laboratofi ménit. Napfiklad pokud byl zvoleny objem 60 pl pfi
teploté 15-25 °C a vlhkosti 30—60 %, mlze se objem po

12 hodinach skladovani v pfistroji pohybovat v rozmezi 50-85 pl.

Kryoprecipitaty po rozmrazeni vzorkli plazmy

a) Kryoprecipitaty se tvofi v plazmé Aby se zabranilo tvorbé kryoprecipitatu, Ize plazmu rozmrazovat pfi
teploté 30 °C po dobu 30 minut namisto pfi pokojové teploté.
Nerozmrazujte pfi nizsich teplotach (napf. 4 °C). Po rozmrazeni
zkumavku vortextujte 30 sekund

b)  Nizky vytéZek ccfDNA z plazmy po Plazmu za u¢elem odstranéni kryoprecipitatt neodstfedujte, protoze
odstranéni kryoprecipitatt mohou obsahovat ccfDNA.

Nedostate¢ny objem plazmy ze zkumavek PAXgene Blood ccfDNA Tube (CE-1VD)

a)  Odebrano méné nez 10 ml krve do Zajistéte, aby bylo do zkumavky PAXgene Blood ccfDNA Tube
zkumavky PAXgene Blood ccfDNA (CE-IVD) odebrano 10 ml krve. Viz navod k pouziti zkumavky
Tube (CE-IVD) PAXgene Blood ccfDNA Tube.

b)  Vysoka hladina bunééna frakce Vysoka hladina buné¢né frakce (hematokritu) v lidské piné krvi

(napf. nad 51 % u muzu nebo 47 % u Zen) muze vést ke snizeni
objemu plazmy.

c)  Nizky vytézek plazmy po centrifugaci Na vytéZzek plazmy mohou mit vliv del$i doba skladovani
a transportu krve nebo jiné podminky centrifugace, nez je uvedeno.

Precipitat ve vani€ce oteviené kazety s reagenciemi (reagent cartridge, RC) v sadé QIAsymphony PAXgene

Blood ccfDNA Kit (CE-IVD)

a)  Odparovani pufrd Rozsahlé vyparovani mize vést ke zvySené koncentraci soli
v pufrech. Kazetu RC zlikvidujte. Pokud je nepouzivate pfi purifikaci,
ujistéte se, ze jste uzavreli vanicky s pufry ¢asteéné pouzitych kazet
RC pomoci opétovné pouzitelnych uzaviracich prouzku.

b)  Skladovéani kazet RC Skladovani kazet RC pfi teplotach pod 15 °C muze vést k tvorbé
precipitatu.
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Komentare a navrhy

Nizky vytézek ccfDNA
a)  Magnetické castice nebyly piné PFed zahajenim postupu ovérte, Ze jsou magnetické ¢astice piné
resuspendovany resuspendované. Pfed pouzitim je minimalné 3 minuty vortexujte.
Neuplné resuspendovani mize vést k chybam pfi pipetovani.
b)  Ucpavani pipetovacich Spicek Ze vzorkU nebyl pred zacatkem postupu purifikace na pfistroji
v disledku nerozpustného materialu QIAsymphony SP odstranén nerozpustny material.
c)  Materidl vzorku obsahuje nizkou Vzhledem k velmi nizkému mnoZstvi ccfDNA ve vzorcich plazmy
koncentraci ccfDNA muize byt méfeni koncentrace ccfDNA naro¢né v zavislosti na
pouzité metodé kvantifikace.
Pro kontrolu koncentrace ccfDNA v eluatech se doporucuje pouzit
citlivou gPCR.
d)  Neuplné opétovné uzavieni kazety Vyména s okolnim vzduchem muZze vést ke snizeni stability pufrd,
RC coz vede ke snizeni G¢innosti extrakce ccfDNA u ¢asteéné pouzité

kazety RC. Pokud je nepouzivate pfi purifikaci, ujistéte se, Ze jste
peclivé uzavreli vani¢ky s pufry ¢aste¢né pouzitych kazet RC
pomoci opétovné pouzitelnych uzaviracich prouzkd.

Nizk& vykonnost ccfDNA v naslednych aplikacich

a)  Eluét zkoncentrovany vakuovou Nekoncentrujte eluat vakuovou centrifugaci (napf. v pristroji
centrifugaci SpeedVac® nebo podobném pfistroji). To mize vést k degradaci
v dusledku vysokych teplot a koncentrovanych soli v eluatu, coz
muze narusit nasledné aplikace.

b)  PFenos kuliéek Magnetické ¢astice se vétSinou nepfenaseji do eluatu. Pokud presto
dojde k pfenosu, magnetické €astice v eluatech vétSinu naslednych
aplikaci neovlivni. V pfipadé, Ze jsou pro specifické nasledné
analyzy potfeba velmi vysoka mnoZstvi eluatu, Ize eluaty odstredit
a pfenést do Cisté zkumavky.

Zadny/netplny pienos vzorku

a) JevloZzen nespravny objem vzorku Pokud je vlozen menSi objem vzorku, nez je uvedeno, zvySuje se
pro standardni protokoly riziko nejasného oznaceni vzorku nebo nepfeneseni vzorku
(neplatné oznaceni).
VloZzte spravny objem vzorku, jak je popsano v pfislu§ném listu
protokolu a seznamu laboratorniho vybaveni.
b)  Bublinky a/nebo péna ve zkumavce Bublinky nebo péna ve vzorku a/nebo ve vstupni zkumavce se
se vzorkem vzorkem mohou mit za nasledek nespravnou detekci hladiny
kapaliny a nasledny neuplny pfenos vzorku. Odstrarite bublinky ze
zkumavky se vzorkem.
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Symboly

V navodu k pouziti anebo na obalu a znageni se mohou objevit nasledujici symboly:

3

<N>

g

IVD

N
m

SEHER

0
(]
Z
=]

i

Obsahuje dostate€né mnozstvi reagencii pro <N> testu.

Oznaduje celkovy pocet testu IVD, které Ize s IVD provést.

Pouzijte do

Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Oznaceni CE Tento vyrobek splfiuje pozadavky evropského
nafizeni 2017/746 pro diagnostické zdravotnické prostfedky
in vitro.

Katalogové Cislo

Cislo arze

Cislo materialu (tj. oznageni dilu)

Soucasti (tj. seznam dodavanych soucasti)

Obsahuje (obsah)
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GTIN

Sodium azide

IFEE%E}L“‘“IE

Pocet (tj. injekeni lahvicky, lahvicky)

Globalni ¢islo obchodni polozky (Global Trade ltem Number,
GTIN)

R oznacduje revizi navodu k pouziti (pfirucky) anje Ccislo

revize

Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouziti

Upozornéni

Proteinase K

Cislo jamky (tj. jamky kazety RC)

Kazeta s reagenciemi

Azid sodny
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Priloha: Kvantifikace ccfDNA

Vzhledem k velmi nizkym koncentracim ccfDNA v materidlech vzorkd se méfeni DNA
spektrofotometrem nedoporucuje. Pro stanoveni koncentrace ccfDNA je tfeba pouzit citlivou
a presnou kvantifikaéni analyzu zaloZenou na fluorescenci anebo analyzu real-time PCR.

Pokud je tfeba odstranit magnetické ¢astice, zkumavku obsahujici DNA vloZte do vhodného
magnetického separatoru (napf. QIAGEN 12-Tube Magnet, kat. €. 36912) dokud nedojde
k oddéleni magnetickych astic.

Pokud je DNA v mikrodestickach, mikrodestiCku vlozte do vhodného magnetického
separatoru (napf. QIAGEN 96-Well Magnet Type A, kat. €. 36915), dokud nedojde
k oddéleni magnetickych ¢&astic. Pokud neni vhodny magneticky separator dostupny,
oddélte zbyvajici magnetické castice odstfedénim zkumavky obsahujici DNA

v mikrocentrifuze plnou rychlosti po dobu 1 minuty.
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Informace pro objednani

Vyrobek Obsah Kat. €.
PreAnalytiX
QIAsymphony PAXgene Blood  Obsahuje 2 kazety RC, zkumavky 768566
ccfDNA Kit (CE-IVD) (192) s proteindzou Proteinase K a
pfisluSenstvi
PAXgene Blood ccfDNA Tubes 100 zkumavek: 16 x 100 mm, 1,5 ml 768165
(CE-IVD) (100) aditiva, 10 ml objemu odebrané krve
QIAGEN
QIAsymphony SP instrument QIAsymphony modul pro pfipravu 9001297
vzorkU, roéni zaruka na soucasti
a servis
Souvisejici vyrobky QIAGEN
Proteinase K (10 ml) 1x 10ml lahvicka 19133
Reagent Cartridge Holder (2) Drzék kazety RC pro pouZiti 997008
s pristrojem QIAsymphony SP
Cooling Adapter, 2 ml, v2, Chladici nastavec pro 2ml zkumavky 9020674
Qsym se Sroubovacim uzavérem. Pro
pouziti se zasuvkou ,Eluate” (Eluat)
v pfistroji QlIAsymphony SP
Cooling Adapter, EMT, v2, Chladici nastavec pro stojanky EMT. 9020730
Qsym Pro pouziti se zasuvkou ,Eluate”
(Eluat) v pfistroji QlAsymphony SP
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Vyrobek Obsah Kat. €.
Cooling Adapter, Snap-Cap Chladici adaptér pro 1,5ml zkumavky 9020731
Microtube QIAsymphony, Eppendorf® LoBind Snap Cap
Qsym Safe-Lock. Pro pouziti se zasuvkou

+Eluate” (Eluat) v pfistroji
QIAsymphony SP
Sample Prep Cartridges, 8-well  8jamkové kazety pro pfipravu vzork( 997002
(336) pro pouziti s pfistrojem
QIAsymphony SP
8-Rod Covers (144) Kryty pro 8 tycinek pro pouziti 997004
v pfistroji QlIAsymphony SP
Filter-Tips, 200 ul (1024) Jednorazové Spicky s filtrem 990332
Disposable Filter-Tips, ve stojanech;
(8 x 128) Pro pouZiti s pFistroji
QIAcube® a QIAsymphony SP/AS
Filter-Tips, 1500 pl, Qsym SP Jednorazové Spicky s filtrem 997024
(1024) Disposable Filter-Tips, ve stojanech;
(8 x 128) Pro pouziti s pfistrojem
QIAsymphony SP/AS
Tip Disposal Bags (15) Odpadni sacky na Spicky Tip 9013395
Disposal Bag pro pouziti s pfistrojem
QIAsymphony SP
12-Tube Magnet Magnet pro separaci magnetickych 36912
¢astic ve zkumavkach 12 x 1,5 ml
nebo 2 ml
96-Well Magnet Type A Magnet pro separaci magnetickych 36915

Castic v jamkach desticek s 96
jamkami, 2 x 96-Well Microplates FB
(96jamkové mikrodestiCky FB)
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Vyrobek Obsah Kat. €.
Reuse Seal Set (20) Opétovné pouzitelné uzaviraci sady 997006
Reuse Seal Set pro uzavreni
Caste€né pouzitych kazet RC
QIAsymphony
Elution Microtubes CL [J Nesterilni polypropylenové zkumavky 19588
(24 x 96) (maximalni kapacita 0,85 ml, kapacita
pro uchovavani méné nez 0,7 ml,
eluéni kapacita 0,4 ml); 2304 ve
stojanech po 96; véetné stripu s vicky
Caps for Elution Microtubes Vicka pro eluéni mikrozkumavky 19591
(50 x 8) (50 x 8)
14 ml Falcon Tube Polystyrenova zkumavka s kulatym Corning,
dnem o velikosti 17 x 100 mm, 352051

pouzivana jako nosi€ vzorku pro
pFistroj QlIAsymphony SP

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny

v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo v uZivatelské pfiru€ce. PFirucky a uzivatelské navody

sady QIAGEN jsou k dispozici na strankach www.PreAnalytiX.com a www.giagen.com

nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb spolecnosti QIAGEN, pfipadné u lokalniho

distributora.
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